Introduction
P��������� ������ �� ��� fou��� mo�� �ommo� ��u�� of ������ ����� �� m�� ��� wom�� �� ��� U����� S�����, w��� � 5-���� �u�v�v�l fo� �ll ���g�� of ��� ������� of l��� ���� 5% (1) . P��������� ������ ��� �o �l��� ���l� w�����g ��g�� o� ��m��om� ��� �� u�u�ll� ��l��� u���l ��� ������� �� w�ll ��v�����. Du���g ��� ��og�����o� of ���������� ������, ������� m��������� ��� ����-�o���l �����m�����o� ��� f��qu���l� ���� �� � ������� m���������, w���� ���ul�� �� � ��o�� �u�v�v�l ����o�. P������� ��v� � m����� �u�v�v�l of 4-8 mo���� �f��� ���g�o��� �u� �o ��� ��v����� ���g� of ������� �� ��� ��m� �� ��� ���� ����ov���� ��� �����m��� ��� ��gu�. T�� ����-m����ol��� �g��� g�m�������� �� �u�����l� ����g �m�lo��� �o ����� ���������� ������ (2) . W��l� g�m�������� ��� shown a significant benefit in clinical applications, its ability to �m���� ���������� ������ �� l�m����. T����fo��, ��w �������u��� ����o����� ���� �o �� ��v����g���� �o �m��ov� ��� �����m��� of ���� ��o�l��m (3) .
O�� ��w �������u��� ������g� �� �o �l���f� ��� m�������m of m��������� of ������ ��ll� ��� �o ������f� �g���� ���� ���v��� ������ ��ll� f�om ��v����g o� m�g�����g ���o ��� �����o��um. Amo�g m��� g�ow��-��omo���g f���o�� k�ow� �o �� ������� �� ���������� ������ �������, l��o��o��������� ���� (LPA) �� fou�� in significant levels and may play an important role in the develo�m��� o� ��og�����o� of ov����� (4, 5) ��� ���������� ������ (6) . LPA ��� ���� ���o���� �o ���u�� m��� ��llul�� �ff����, ���lu���g m��og������, ��� �������o� of ��o��ol���� ����m��, ��� m�g����o� ����v��� (7) .
C�ll m�g����o� �� ��gul���� �� � �om������o� of ��ff����� ��o������: ��� �o�������o� of ���om�o���, ��� fo�m���o� of ������ fibers, and the turnover of focal adhesions (8) . Contraction of ��� ���om�o��� �����m �� �m�o����� fo� ��ll m�g����o�, ��� LPA ���u��� m�o��� l�g��-����� ��o���o��l���o� ���oug� ��� ����v���o� of ��� �m�ll GTP-������g ��o���� (G ��o����) R�o, l�����g �o ��� ���mul���o� of ��ll �o�������l��� ��� mo��l��� (9) . A�o���� fu���m����l �om�o���� �ff�����g ��ll mo��l��� �� fo��l ������o�� (��ll-�x�����llul�� m����x ������o��) (8) . R�o �� � k�� m�����o� �� ��� ����m�l� of ���u��u��� ��volv�� �� fo��l ����-��o�. C���g�� �� ��� �x������o� ��� ����v����� of ��� �om�o����� of fo��l ������o�� m�� �o�����u�� �o ������ ��v���o� (10) . I����f����g w��� ��� LPA ��g��l ������u���o� ����w�� �� mo�u-l����g R�o ����v��� m�� �� �� ��������v� ������g� fo� �m��ov��g ��� ou��om� of ���������� ������.
Am��o�����o���o����� (N-BP�) ��� �o���� �������o�� of �o�� ���o����o� u��� fo� ��� �����m��� ��� ���v����o� of o���o�o�o���. N-BP� ��v� ���� ��ow� �o ������� ��� ��ol�����ol ��o��������� ����w�� �� w�ll �� ��o�����l���o� (f������l���o� ��� g�����lg���-��l���o�) �� ���������g ������ ��o�������l ����o������ �������� o� � �ow������m ����m�, f������l ����o������ ��������, o� �o�� (11) . P�o���� ���g��� of ��o�����l���o� ���lu�� �m�ll G ��o����� �u�� �� R�o, R��, R��, ��� R��, w���� ��qu��� �o��-�����l���o��l modification to undergo a series of changes that lead to their ������m��� �o ��� �l��m� m�m����� ��� ����� full ����v���o�. T�� ����v���o� of �m�ll G ��o����� �� ��������l fo� ������ ��ll g�ow�� ��� ��v���o� (12, 13) . A��o����gl�, N-BP� ��v� ��� �o������l �o ������v��� ��� �m�ll G ��o����� ���� ��gul��� ������ ��ll g�ow��, mo��l���, ��� ��v���o� (14, 15) . T����m��� of ov����� ������ ��ll� w��� �l����o����, �� N-BP, ���ul��� �� ��� ������v���o� of R�o, changes in cell morphology, loss of stress fiber formation, and fo��l ������o� ����m�l� (16) . Fu�����mo�� �l����o���� m��k-��l� ��������� ��� ��v���v����� of �um�� ov����� ������ ��ll� �� � mo��l of �.�. ov����� ������om��o��� (17) .
I� 
Materials and methods
Cell culture. SUIT-2, A�PC-1, ��� BxPC-3 ��ll l���� w��� ����v�� f�om � �um�� ���������� �u���l ����o������om� (PDAC). T��� w��� �ul�u��� �� � RPMI-1640 m���um (I�v���og��, C��l����, CA, USA) �u��l�m����� w��� 5% f���l �ov��� ���um (FBS) ��� 50 U/ml penicillin and 50 µg/ml streptomycin in a humidified ��mo������ u���� 5% CO 2 at 37˚C.
In vitro cell proliferation assay. C�ll ��ol�f�����o� w�� m���u��� using an MTT dye reduction method (18) . Briefly, human PDAC ��ll l���� w��� ������ ���o 96-w�ll �l���� (5x10 3 ��ll�/100 µl) ��� �llow�� �o ������ fo� 24 �. C�ll� w��� ������� w��� v���ou� �o���������o�� of INC (A���ll�� P���m�, Tok�o, J����) fo� 48 � �� 100 µl �ul�u�� m���um. A� ��� ��� of ��ug �x�o�u��, 5 µl MTT ��o�k �olu��o� (5 mg/ml PBS) w�� ����� �o ���� well, and the cells were further incubated for 4 h at 37˚C. Then, 100 µl of DMSO w�� ����� �o ����olv� ��� ���k �lu� ������l�. A��o������ w�� m���u��� w��� �� MPR-A4 m���o�l��� ������ (To�o�, Tok�o, J����) �� ���� ��� ��f������ w�v�l��g��� of 540 ��� 620 �m, ��������v�l�.
Analysis of apoptosis. SUIT-2 ��ll� w��� �ul�u��� �� �l��� chambers to no more than 50-60% confluence and treated with v���ou� �o���������o�� of INC, �� ��������� �� in vitro ��ll ��ol�f�����o� �����. Af��� 48-� �����m���, ��o��o��� w�� �������� u���g �� in situ ��ll ����� �������o� k�� (Ro��� A��l��� S������, M������m, G��m���), follow��g ��� m��uf���u���'� ���omm��-dations. Briefly, cells were washed with PBS once, fixed with 4% �uff���� ����fo�m�l������ fo� 1 �, w����� �g��� w��� PBS, ��� ���m����l���� o� ��� w��� 0.1% T���o� X-100 �� 0.1% �o��um ������� fo� 2 m��. Sl���� w��� ������ �w��� w��� PBS ��� ���� incubated for 60 min at 37˚C with terminal deoxynucleotidyl �����f����� ����m� �� ������o� �uff��. T�� �l���� w��� ������ ����� ��m�� w��� PBS ��� mou���� w��� P��m�Fluo� (T���mo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Samples were analyzed �� fluo�������� m���o��o��. TUNEL-�o����v� �u�l�� w��� �������� �� � ���g�� �olo� �� �o������� o� �u��u��� �u�l��. T�� ���� of ��o��o��� w�� ��l�ul���� �� ��� ����o of ��� �um��� of ��o��o��� ��ll� �o ��� �o��l �um��� of ��ll� (�o�� ��o��o��� ��� �o�-��o��o��� ��ll�).
Cell migration and invasion assays. T����w�ll ��ll m�g����o� ��� ��v���o� w��� �v�lu���� u���g � 24-w�ll ���mo��x�� ���m��� w��� � m�m����� of 8 µm �o�� ���� (BD B�o��������, F���kl�� L�k��, NJ, USA). Fo� m�g����o� ��� ��v���o� ������, SUIT-2 ��ll� w��� ���u����� �� ���um-f��� �ul�u�� m���um w��� ��� v���ou� �o���������o�� of INC fo� 24 � ��� �����f����� �o ��� u���� ���m��� (2.5x10 5 ��ll�/500 µl) w��� ��� v���ou� �o���������o�� of INC ��� �llow�� �o m�g���� ���oug� �o���ol (�o�-�o����) ��� M����g�l-�o���� (8.7 mg/ml) m�m������ fo� 24 �, ��������v�l�. The lower chambers were filled with culture medium containing 5% FBS w��� ��� v���ou� �o���������o�� of INC. No�-m�g����� cells were wiped off with a cotton swab, the filter was stained w��� D�ff-Qu�k ����� �olu��o� (S��m���, Mu���, G��m���), ��� ��� �um��� of ��m�����g ��ll� w�� �ou���� u���� ��� m���o-��o��. To �����m��� ��� ������� of ��v���o�, ��� m��� �um��� of ��ll� ��v����g ���oug� ��� M����g�l-�o���� ������ m�m����� w�� ��v���� �� ��� m��� �um��� of ��ll� m�g�����g ���oug� ��� �o���ol ������ m�m����� ��� mul���l��� �� 100.
Rho pull-down assay. T�� R�o �ull-�ow� ����� w�� ���fo�m�� u���g � R�o ����v���o� ����� k�� ���o����g �o ��� m��uf���u���'� �����u���o�� (C��o�k�l��o�, D��v��, CO, USA). B���fl�, ��ll� (3x10 5 /ml) w��� �ul�u��� u���� ���um-f��� �o�����o�� w��� o� w���ou� v���ou� �g���� fo� 24 �. Af��� ���u����o�, ��� ��ll� w��� ���mul���� w��� 2.2 µM LPA fo� 1 m�� ��� l���� �� Mg 2+ l���� �uff��. Equ�l volum�� of ��ll l������ w��� ���u����� w��� R�o��k��-RBD �����. Bou�� R�o ��o����� w��� �������� �� W������ �lo����g u���g � mo�o�lo��l �����o�� �g����� R�oA. W������ �lo����g of ��� �o��l �mou�� of R�o �� ��ll l������ w�� ���fo�m�� fo� �om�����o� w��� R�o ����v��� (l�v�l of GTP-�ou�� R�o) �� ��� ��m� ��m�l��.
In vivo peritoneal dissemination model of pancreatic cancer.
F�v�-w��k-ol� m�l� �u�� m��� (BALB-�AJ�l-�u/�u, Cl�� J����, Tokyo, Japan) were housed in filtered-air laminar-flow cabinets ��� w��� m����ul���� u���g ������� ��o���u���. P�o���u��� ��volv��g ���m�l� ��� ����� ���� w��� �o��u���� �� �o�fo�m��� w��� ��� gu���l���� of ��� N���o��l K�u��u C����� C�����. To ������� ��� in vivo �����o���l �����m�����o� mo��l, SUIT-2 ��ll� w��� ��j����� �.�. �� � ��ll �u������o� ���o �u�� m��� (1x10 6 ��ll� �� 200 µl PBS ��� ���m�l). T��� mo��l u���g SUIT-2 �� �o� o�l� ��m�l� ��� ����o�u���l�, �u� �l�o ��� ��������������� ���� ����m�l� ��o�� of �um�� ���������� ������. T�� �����m��� ��g�m��� ������� o� ��� ��� of �umo� ��o�ul���o� ��� �o����u�� fo� 4 w��k�. INC w�� ��l�v���� u���g � PBS v����l� ��� w�� ��m��������� �.�. �v��� ���. T�� ���l� �o��� of INC u��� w��� �� follow�: 0, 0.1, 1, 2, ��� 3 mg/kg/�. A� ��� ��� of ��� �����-ment period, mice were sacrificed. The volume of ascites was measured, and tumor tissue was excised, weighed, fixed in 10% neutral buffered formalin, and embedded in paraffin. Paraffin �����o�� (5 µm) w��� u��� fo� ����olog���l ���l����. S����o�� w��� ������� w��� ��m��ox�l�� ��� �o���, �x�m����, ��� ��o�o-g������ u���� � m���o��o��. Bloo� ��m�l�� w��� �oll����� f�om ��� l�f� ����� v������l� ��� ������� fo� ���um CA19-9.
Statistical analysis. R��ul�� ��� ���o���� �� ��� �v���g� ± SEM. G�ou� �om�����o�� w��� ���fo�m�� u���g � o��-w�� ���l���� of v������� (ANOVA) follow�� �� ��� Tuk��-K��m�� mul���l� �om�����o� ����. D�ff������� w��� �o�������� ��g��f����� �� P<0.05. 
Results

INC induces antiproliferative effects and apoptosis in human
Effect of INC on migration and invasion of SUIT-2 in culture.
INC w�� u���l� �o ����u�� ��llul�� m�g����o� �ow��� 5% FBS �� ���mo��x�� ���m���� �� 1 µM (F�g. 2A). A� 10 ��� 100 µM, ��� ��������o� w�� 49 ��� 73%, ��������v�l�. INC w�� �l�o �o���� �� ��� ����o� �g����� ��� ��v���o� of ��ll� ���oug� M����g�l w��� � 71% ��������o� o��u����g �� 10 µM ��� � 90% ��������o� �� 100 µM (F�g. 2B). T���� ���ul�� ��� �o� �u� �o ��ll ���o�ox����� ����u�� ��� ��g��� of ��ll ����� �f��� 48-� �����m��� w��� INC ��� �o� �x���� 5 ��� 10% �� 10 ��� 100 µM INC, ��������v�l�. T�� ������� of ��v���o� w�� 9.6, 10, 5.5, ��� 3.7% �� 0, 1, 10, ��� 100 µM, ��������v�l� (F�g. 2C). Coll����v�l�, INC ��������� �o�� m�g����o� ��� ��v���o� of SUIT-2 �� � �o���������o� ���w��� 10 ��� 100 µM.
The activation of Rho by LPA is suppressed by INC, and restored by the addition of GGOH in SUIT-2.
I� �� �ow w�ll �����l����� ���� ��ll m�g����o� �� ���u��� �� R��-��l���� GTP���� (�������ll� R�o). Solu�l� f���o�� f�om ���um, �u�� �� l��o��o��������� ���� (LPA), ��� ��oug�� �o ����v��� R�o ����� o� ����� ���l��� �o induce actin stress fibers and focal adhesions in a Rho-dependent m����� (19) . To �v�lu��� w������ LPA ���u��� R�o ����v��� �� SUIT-2 ��ll�, w� u��� � �ull-�ow� ����� w��� ��� fu��o� ��o���� GST-R�o��k��-RBD, w���� ���og����� o�l� R�o-GTP, ��� ����v� fo�m of R�o. A� �������� �� R�o-GTP w�� o����v�� �� SUIT-2 ��ll� ������� fo� 1 m�� w��� LPA (2. w� u��� � ���������� ������ mo��l w��� �.�. ������om��o��� �� �u�� m���. W� ������� ��� ��m���������o� of INC o� ��� ��� of ������ ��ll ��o�ul���o�. P��l�m����� �x����m���� ��v��l�� ���� �umo�-������g m��� ��g�� �o �x����� ���om���l �w�ll��g w��� ������� ~2.5 w��k� �f��� ������ ��ll ��o�ul���o� ��� ���� f�om �����x�� �f��� ��� 5�� w��k w���ou� ��� �����m���. T����fo��, we sacrificed and examined mice 4 weeks after cancer cell ��o�ul���o�. A� ��� �u�o��� �x�m�����o�, �umo�� w��� fou�� o� ��� �u�f��� of ��� �����o��um, �������gm, ����������, l�v��, ��l���, ��������, ��� k�����, w��� m����v� ������� �� ��� �o���ol g�ou�. T�� �x���� of �umo� �u���� v����� �mo�g ��� ��ff����� �����m��� g�ou�� (F�g. 4A). M��� �umo� w��g�� �� ��� �����o��� of the untreated group was 1.58±0.29 g, and was significantly ���u��� �� ~40% �� ��� g�ou� g�v�� 1 mg/kg/� (0.63±0.14 g; �<0.05), �� ~40% �� ��� g�ou� g�v�� 2 mg/kg/� (0.63±0.15 g; �<0.05), ��� �� ~39% �� ��� g�ou� g�v�� 3 mg/kg/� (0.62±0.13 g; �<0.05) (F�g. 4B). F�g. 4C ��ow� ��� �ff���� of INC �����m��� o� ������� fo�m���o�. T�� �������o�� �ff��� of INC o� ������� fo�m���o� w�� �o��-���������. T�� m��� volum� of ������� �� the untreated group was 2.91±0.26 ml, and was significantly ���u��� �� ~49% �� ��� g�ou� g�v�� 1 mg/kg/� (1.42±0.40 ml; �<0.05). S���k��gl�, INC �����m��� �� 2 mg/kg/� ��� 3 mg/kg/� ���u��� ������� fo�m���o� �� ~23% (0.67±0.49 ml; �<0.01) ��� �� ~21% (0.60±0.28 ml; �<0.01), ��������v�l�. T�� �o�������-��o� of CA19-9, w���� w�� �x������� f�om SUIT-2 (20), w�� �x�m���� �� ��� ���um �oll����� f�om ��� l�f� ����� v������l� (F�g. 4D). T�� �ff��� of INC �����m��� o� ��� m��� �o�������-��o�� of CA19-9 w�� �o��-���������, �l��oug� ���� ��� �o� reach statistical significance. Fig. 4E shows the histological ���������� of ��� �umo� ���� fo�m�� �f��� �����m�����o� �� ��� �����o��um f�om ��� u�������� g�ou�. I� ��ow� �ow ��� �umo� ��v���l� ��v���� ���o ��� �����o��um.
Discussion
Pancreatic cancer remains one of the most difficult malignan-���� �o �����. Ev�� �������� w�o ��� �l�g��l� fo� �u����v� �u�g���l resection gain only moderate benefits. Furthermore, the lack of �ff����v� ���mo�������u��� ��� ���g���� �g���� ��g�l�g��� ��� u�g��� ���� �o ������ u��������� ���������� ������ ��olog� �� o���� �o gu��� ��� ��v�lo�m��� of �ov�l �����m��� ������g���. Du���g ��� ��og�����o� of ���������� ������om��, ������ ��ll� ��l����� f�om ��� �u�f��� of ��� �umo� ��� ������ �o ��� ��v��� ����u�� ��� o�g��� �� ��� �����o���l ��v���. Co���qu���l�, ��� �oo� ou��om� ��, �� l���� �� ����, �u� �o �����o���l �����m���-��o� ��u��� �� ��� �gg�����v� m�g����o� ����v��� of ���������� ������ ��ll� (21, 22) . To u����go �����o���l �����m�����o�, ���������� ������ ��ll� ���� �o ������ f�om ��� ���m��� �umo�, ������ �o ��� ��ll-�x�����llul�� m����x of o���� ����u��, ��� m�g���� ���o ��� ���om�. O��� ������ ��ll� m�g���� ���o ��� ���om�, ��g�og������ o��u�� f�om ���-�x�����g ����ll����� o� v��ul��. Cu�����l� �v��l��l� ���������� ��ug�, �v�� �f ���� ��� v��� �ff����v� �� k�ll��g ������ ��ll�, ��� �� u��� o�l� �� l�m���� �o���������o�� ����u�� of ����� �ox����� �o �o�m�l ��ll�. A��o����gl�, �� �� wo���w��l� look��g fo� ��ug� ���� ������� ��� ��og�����o� of ���������� ������ �ff�����g ����� ��o�������, �� ������o� �o ��ll ��ol�f�����o�. P��v�ou� ���o��� o� ��� ������ �ff���� of N-BP� o� ������ ��ll� in vitro fo�u��� o� ��ll v����l��� ��� m�g����o�/��v���o�, ��� ��� �ff����v� �o���������o�� of N-BP� w��� ��l���v�l� ��g� (14, 16, 23, 24) . A��o����g �o ����� ���o���, ��� �o���������o�� of �l����o����, ������o����, ��m���o����, ��� �ol���o���� ���� ���u��� ��o��o��� ��� ��������� ��v���o� of ������, ��o�����, ��� ov����� ������ ��ll� w��� 10-100 µM. T�� ������� ��u�� �l�o ��mo�������� ���� ��� �ff����v� �o���������o�� of INC o� ��� ���u���o� of ��o��o��� ��� ��� ��������o� of m�g����o�/��v�-��o� of ���������� ������ ��ll� w��� 10-100 µM, w������ ��� concentration of INC that significantly inhibits osteoclast-like ��ll fo�m���o� in vitro �� 0.01-0.1 µM, w���� �� � �l�����ll� u��� concentration of INC (25) . Although it is difficult to treat patients w��� N-BP� �� �o���������o�� of ��ou�� 10-100 µM ����u�� of �ox�����, �l�����l �o��� m�� �� �ff����v� �� ��� �����m��� of �umo�� fo� ��� follow��g ����o��. Tumo�-���o������ m���o���g�� (TAM�) �l�� � ��vo��l �ol� �� �umo� g�ow�� ��� m��������� �� ��omo���g �umo� ��g�og������. P��go���o��� of N-BP� �� TAM� * �<0.05, ** �<0.01 v�. u�������� m���. (E) H���olog�� ���������� of ��� �umo� ���� fo�m�� �f��� �����m�����o� �� ��� peritoneum from a SUIT-2-implanted nude mouse. Nude mice were injected i.p. with SUIT-2 cells, sacrificed at 28 days after implantation, and the peritonea were collected. Tissue was fixed, sectioned, and stained with hematoxylin and eosin. T, tumor nest; P, peritoneum, Bar, 200 µm. �oul� l��� �o ��� ���l���o� �� ��o��o��� ��� �l�v��� ��� �o�������-��o� of N-BP� ��ou�� ��� �umo� (26) .
W� �v�lu���� ��� ���l��� of INC �o ������� ��� ��og�����o� of �����m������ ���������� ������ in vivo. To ���om�l��� ����, w� �����l����� �� in vivo �����o���l �����m�����o� mo��l of ���������� ������ �� �u�� m���. I� ���� mo��l, ������ ��ll� ��� ��j����� �.�., ���, �� �u��, �o �o� ����o�u�� ��� ���l� �v���� of �����o���l �����m�����o�, �.�. ������ ��v�lo�m��� ��� ������-m��� f�om � ���m��� �umo�. How�v��, ou� ���v�ou� ���ul�� f�om � SUIT-2 o���o�o��� �m�l������o� mo��l w��� ����l� ��������l �o ��o�� f�om ��� �.�. ��j����o� mo��l (27) , �o w� ������� �o u�� ���� ��m�l� ��� ����o�u���l� mo��l �� ��� ������� ��u��. S�m�l�� �o ou� in vivo ���ul�� f�om ���������� ������ ��ll�, ��� N-BP �l����o����, m��k��l� ��������� �umo� g�ow��, ��v���v�-����, ��� ������� fo�m���o� of �um�� ov����� ������ ��ll� �� � mo��l of �.�. ov����� ������om��o��� (17) . Su�� in vivo �����umo� �ff���� �� N-BP� m�� �� ����v�� f�om ��� �u�������o� of ������ ��ll ��ol�f�����o� �� ��o��o��� �� w�ll �� m�g����o�/��v���o� ���oug� ��� ��������o� of mol��ul�� �� ��� m�v�lo���� ����w��, �������ll� R�o, �� ��� ���g�� ������ ��ll�.
T��� �� ��� f���� ���o�� ��ow��g ���� �� N-BP ��������� ���������� ������ ��ll ��v���o� �o v������l o�g��� in vivo ��� m�� ��ov��� ��� ����� fo� � ��w ������� �o �o���ol ��� �����m�-����o� of ���������� ������.
